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аннотация
цель исследований: разработать методику количественного определения фенбендазола (ФБЗ) и его метабо-
литов в органах и тканях овец методом высокоэффективной жидкостной хроматографии с тандемным масс-
спектрометрическим детектированием (ВЭЖХ-МС/МС).
Материалы и методы. Валидацию методики определения ФБЗ и его метаболитов после введения супрамолеку-
лярного комплекса фенбендазола выполняли в соответствии с международными руководствами по показателям: 
линейность, степень извлечения, специфичность, прецизионность, правильность (точность), пределы количествен-
ного и качественного определения. 
Результаты и обсуждение. Адаптирован метод количественного анализа ФБЗ и его метаболитов сульфона и суль-
фоксида в организме овец после введения супрамолекулярного комплекса. Предложенная методика имеет линей-
ную зависимость  (R > 0,99) в диапазоне 5–1000 нг/г и показала хорошую воспроизводимость и правильность.
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Введение
Фенбендазол (ФБЗ) относится к наиболее 
часто применяемым в ветеринарии антигель-
минтным препаратам, так как обладает широ-
ким спектром действия. Препарат безопасен 
для организма животных. Известно, что ФБЗ не 
растворим в воде и, поэтому часть его не абсор-
бируется в организме и транзитом выделяется с 
фекалиями. В связи с этим, при отдельных гель-
минтозах животных, особенно, собак терапев-
тическая доза ФБЗ значительно повышается.
Methodology
Methodology for the quantitative determination  
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abstract
the purpose of the research is to develop a methodology for the quantitative determination of fenbendazole (FBZ) and 
its metabolites in organs and tissues of sheep by high performance liquid chromatography tandem mass-spectrometry 
(HPLC-MS/MS). 
materials and methods. The method for determining of FBZ and its metabolites after the administration of the 
supramolecular complex of fenbendazole was validated in accordance with international guidelines for the following 
indicators: linearity, recovery, specificity, precision, accuracy, limits of quantitative and qualitative determination.
Results and discussion. The method of quantitative analysis of FBZ and its metabolites sulfone and sulfoxide in the body 
of sheep after the administration of the supramolecular complex has been adapted. The proposed method has a linear 
relationship (R > 0.99) in the range of 5–1000 ng / g and has shown a good reproducibility and accuracy.
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Для повышения растворимости, биодо-
ступности и эффективности препарата была 
применена механохимическая технология с 
использованием поливинилпирролидона для 
адресной доставки, что позволило значитель-
но повысить антигельминтную активность и 
снизить в 2–3 раза терапевтическую дозу.
Для внедрения супрамолекулярного ком-
плекса фенбендазола (СМКФ) в ветеринарную 
практику необходимы сведения по параме-
трам фармакокинетики и остаточным коли-
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чествам ФБЗ и его метаболитов в организме 
животных.
Целью наших исследований стала раз-
работка методики количественного опре-
деления ФБЗ и его метаболитов в органах и 
тканях овец методом высокоэффективной 




Методику определения ФБЗ и его метабо-
литов после введения супрамолекулярного 
комплекса фенбендазола проводили методом 
ВЭЖХ-МС/МС в экстрактах образцов биома-
триц овец на основании методов, описанных 
ранее [1, 3, 5, 7, 8, 11, 12, 16–18, 20, 21], а также 
при следующих лабораторных условиях. 
Оптимальные условия хроматографирова-
ния были достигнуты при следующих параме-
трах: градиентный режим подачи подвижной 
фазы (компонент элюента А – 5 мМ формиата 
аммония в воде; компонент элюента B – 5 мМ 
муравьиной кислоты в ацетонитриле), ско-
рость подачи элюента – 0,3 мл/мин., хрома-
тографическая колонка Kromasil Eternity ХТ 
2,5-С18, 2,1 × 100 мм (Ø сорбента – 2,5 мкм); 
предколонка Kromasil Eternity 2,1 × 10 мм; объ-
ем вводимой пробы – 5 мкл; температура тер-
мостата колонки – 30 оС; температура термо-
стата автосемплера – 4 оС; время удерживания 
ФБЗ ~ 5,9 мин.; время удерживания фенбенда-
зол сульфона ~ 4,2 мин.; время удерживания 
фенбендазол сульфоксида ~ 3,4 мин.; длитель-
ность хроматографирования – 8 мин.
Детектирование аналитов и внутреннего 
стандарта осуществляли с помощью метода 
тандемной масс-спектрометрии (МС/МС) в ре-
жиме записи сигналов выбранных ионных реак-
ций (MRM). Метод ионизации: электроспрей в 
отрицательном режиме (ESI-); температура ио-
низации 350 оС; поток газа 10 л/мин.; давление 
небулайзера 40 psi; напряжение +/- 5000 В.
В опыте использовали сыворотку крови 
овец 7-8 мес. возраста, а также полученные 
после убоя пробы внутренних органов: пече-
ни, почек, сердечной мышцы, легких, селезен-
ки, мышечной ткани и подкожного жира. Все 
пробы хранили в холодильнике при темпера-
туре – 20 оС до анализа.
Для приготовления основных стандартных 
растворов аналита взвешивали по 0,0001 г фен-
бендазола, фенбендазол сульфоксида и фенбен-
дазол сульфона (с учетом чистоты стандартного 
образца) и растворяли в 10 мл ацетонитрила, 
получая раствор с концентрацией 1 мг/мл.
Промежуточные стандарты аналита гото-
вили из основных методом смешения и раз-
бавления до достижения концентрации всех 
соединений в общем растворе 100 мкг/мл в 
ацетонитриле. Концентрации промежуточных 
стандартных образцов составляли 0,5; 2,5; 10, 
25, 50 и 100 мкг/мл для каждого из аналитов.
Стандартные образцы ФБЗ, фенбендазол 
сульфоксида и фенбендазол сульфона в орга-
нах и тканях готовили путем добавления к 1 г 
(990 мкл для сыворотки крови) гомогенизи-
рованного биоматериала, помещенного в по-
липропиленовую пробирку объемом 15 мл, 10 
мкл соответствующего промежуточного рас-
твора аналита (0,5; 2,5; 10, 25, 50 и 100 мкг/мл) 
до достижения концентраций 5, 25, 100, 250, 
500 и 1000 нг/г. После этого стандартные об-
разцы вортексировали в течение 10 с и остав-
ляли в покое на 30 мин. перед использованием 
при комнатной температуре. Стандартные об-
разцы использовали свежеприготовленными.
Подготовку проб органов, тканей и сыво-
ротки крови к анализу проводили следующим 
образом. Отбирали навеску 1,00 г (1,00 мл для 
сыворотки крови) гомогенизированного био-
материала в полипропиленовую пробирку 
объемом 15 мл. В каждую пробирку добавля-
ли по 2,5 мкл раствора внутреннего стандарта 
концентрацией 50 мкг/мл. Смесь перемеши-
вали на вортексе в течение 10 с и оставляли 
в покое на 5 мин. Затем добавляли 7 мл эти-
лацетата, содержащего 1% (об/об) аммиака 
водного, вортексировали и перемешивали на 
орбитальном шейкере в течение 10 мин. при 
550 об/мин., центрифугировали 5 мин. при 
9000 об/мин. Экстракты отбирали в чистые 
полипропиленовые пробирки объемом 15 мл, 
добавляли 3 мл гексана (кроме образцов сы-
воротки крови), вортексировали и перемеши-
вали на орбитальном шейкере в течение 10 
мин. при 550 об/мин. Затем образцы центри-
фугировали 5 мин. при 9000 об/мин., отбра-
сывали гексановую фракцию, этилацетатную 
фракцию переливали в чистые полипропиле-
новые пробирки. Упаривали при 50 оС в токе 
азота. Сухой остаток растворяли в 1 мл под-
вижной фазы, проводя обработку образцов в 
УЗ-ванне при комнатной температуре, в тече-
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ние 5 мин. центрифугировали при 12000 об/
мин., фильтровали через шприцевые фильтры 
и переносили в виалу объемом 1 мл для по-
следующего хроматографирования.
Валидация методики количественного 
определения фенбендазола сульфоксида, фен-
бендазола сульфона и ФБЗ была выполнена в 
соответствии с руководствами [2, 4, 6, 9, 10, 
13-15] по показателям: линейность, степень 
извлечения, специфичность, прецизионность, 
правильность (точность), пределы количе-
ственного и качественного определения.
Для проведения качественного и коли-
чественного анализа экстрактов применяли 
процедуру калибровки хроматографических 
данных. При получении калибровочных 
графиков для фенбендазола сульфоксида, 
фенбендазола сульфона и фенбендазола ис-
пользовались линейная интерполяция со сво-
бодным коэффициентом. Для построения 
калибровочных зависимостей отношений 
величин MRM-сигналов аналитов от концен-
траций в биоматрицах был выбран диапазон 
от 5 до 1000 нг/г (нг/мл для сыворотки кро-
ви). Экстракты калибровочных стандартных 
образцов инжектировались в хромато-масс-
спектрометрическую систему поочередно (от 
меньшей к большей концентрации) по 3 ин-
жекции на уровень. Так как матричный эф-
фект экстрактов сыворотки крови и экстрак-
тов мышечной ткани оказался одинаковым, 
для дальнейшего расчета концентраций в 
опытных образцах сыворотки крови исполь-
зовали калибровочную зависимость для мы-
шечной ткани.
Коэффициенты интерполяции найденных 
линейных зависимостей используют в даль-
нейшем при определении содержания ана-
литов в опытных образцах органов и тканей 
овец, а также контрольных образцах биома-
триц.
Для оценки потерь аналитов в процессе 
пробоподготовки и оценки влияния матрицы 
экстракта на отклики, были изучены степени 
извлечения аналитов на низком (5 нг/г), сред-
нем (250 нг/г) и высоком (1000 нг/г) уровнях 
концентраций.
Для корректной оценки степени извлече-
ния аналита требуется учет матричного эф-
фекта [13, 14]. Поэтому, для наиболее точно-
го учета процессов массопереноса и влияния 
компонентов матрицы на отклик детектора, 
зависимость отклика изучали на основе стан-
дартных образцов растворов, приготовлен-
ных из экстрактов холостых проб органов и 
тканей.
Степень извлечения (Е, %) рассчитывали 
по формуле:
где SextrStd – площадь пика фенбендазола, фен-
бендазола сульфоксида, фенбендазола суль-
фона в экстракте калибровочного образца 
биоматрицы; SextrIS – площадь пика внутрен-
него стандарта в экстракте калибровочного 
образца биоматрицы; SpoesStd – площадь пика 
фенбендазола, фенбендазола сульфоксида, 
фенбендазола сульфона в холостом экстрак-
те биоматрицы с добавлением СО аналитов 
и внутреннего стандарта после процедуры 
пробоподготовки (среднее значение площа-
ди пика соответствующей концентрации); 
SpoesIS – площадь пика внутреннего стандарта 
в холостом экстракте биоматрицы с добав-
лением СО аналитов и внутреннего стан-
дарта после процедуры пробоподготовки 
(среднее значение площади пика соответ-
ствующей концентрации).
Специфичность методики подтверждали 
на основании хроматограмм экстрактов хо-
лостых проб тканей и сыворотки крови овец 
(без добавления аналита), полученных по ме-
тодике пробоподготовки, описанной ранее. 
Для определения качественных пределов де-
тектирования (LOD) и пределов количествен-
ного определения (LOQ) фенбендазола и его 
метаболитов в органах и тканях и сыворотке 
крови использовали пробы чистых биоматриц.
На полученных хроматограммах «холо-
стых» проб выделяли пики, соответствующие 
временам удерживания фенбендазола и его 
метаболитов в тех же условиях. Определение 
LOD и LOQ осуществляли по формулам:
где SD – стандартное отклонение площадей 
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временам удерживания фенбендазола и его 
метаболитов; k – коэффициент угла наклона 
калибровочной кривой.
Показатели правильности, прецизионно-
сти и стабильности калибровочной зависимо-
сти методики оценивали в соответствии с [1–
13] по содержанию аналитов в контрольных 
образцах биоматриц овец. Для эксперимента 
были использованы несколько стандартных 
образцов биоматриц (контрольных стан-
дартных образцов, QC) аналита на низком 
(5 нг/г, LQC), среднем (250 нг/г, MQC) и высо-
ком (1000 нг/г, HQC) уровнях концентраций. 
На протяжении исследования (в разные дни) 
были проведены измерения концентраций 
аналитов в 3 сериях контрольных образцов 
(по 3 инжекции каждого QC). 
Результаты обрабатывали статистически 
с использованием компьютерной программы 
SAS/Stat № 9.4 SAS System for Windows, а также 
Microsoft Excel PKSolver 2.0. 
Результаты и обсуждение
Было установлено, что основные фрагменты 
фенбендазола имеют m/z, равные 268 и 159 Da 
и их использовали в дальнейшем для опреде-
ления его количества по методу MRM (m/z 268 
Da) и качественного подтверждения принад-
лежности пика (m/z 159 Da). Для фенбендазола 
сульфоксида для количественного определения 
был использован фрагмент с m/z 268 Da, а для 
количественного подтверждения был исполь-
зован фрагмент с m/z 191 Da. Для фенбендазо-
ла сульфона для количественного определения 
был использован фрагмент с m/z 300 Da, а для 
качественного подтверждения был использован 
фрагмент с m/z 159 Da. Для количественного 
подтверждения внутреннего стандарта был ис-
пользован фрагмент с m/z 264,1 Da.
Коэффициенты корреляции свидетель-
ствовали о высокой степени линейности от-
кликов хромато-масс-спектрометрической 
системы в данном диапазоне концентраций.
Значения средних степеней извлечения 
фенбендазола из биоматриц составили 85,7% 
для мышечной ткани, 82,7% для печени, 88,5% 
для почек и 78,0% для кожи с подкожной жи-
ровой клетчаткой; для фенбендазола сульфок-
сида 99,9% для мышечной ткани, 103,5% для 
печени, 89,5% для почек и 96,5% для кожи с 
подкожной жировой клетчаткой; для фенбен-
дазола сульфона 81,8% для мышечной ткани, 
103,9% для печени, 85,8% для почек и 102,6% 
для кожи с подкожной жировой клетчаткой.
Подтверждение специфичности методики 
было выполнено на основании хроматограмм 
экстрактов холостых проб тканей и сыворот-
ки крови овец (без добавления аналита). Было 
установлено, что остаточные пики шума сиг-
налов в области времен удерживания анали-
зируемых соединений не влияют на результа-
ты количественного определения в диапазоне 
калибровки (5–1000 нг/г). Методика позволя-
ет достоверно отделять отклики аналита от 
матричных за счет использования высокосе-
лективного масс-спектрометрического детек-
тирования, хроматографического разделения 
и подтверждения принадлежности пиков с 
помощью ионного отношения.
Рассчитанные значения пределов количе-
ственного и качественного (LOQ и LOD, со-
ответственно) для калибровочных кривых 
фенбендазола составляли 4,5 и 1,5 нг/г, соот-
ветственно для мышечной ткани и сыворотки 
крови; 4,2 и 1,4 нг/г для печени; 4,8 и 1,6 нг/г 
для почек и 4,4 и 1,3 нг/г для подкожного жира. 
Подтвержденные значения LOQ и LOD для ка-
либровочных кривых сульфоксида фенбендазо-
ла составляли 3,5 и 1,2 нг/г, соответственно для 
мышечной ткани и сыворотки крови; 4,0 и 1,3 
нг/г для печени; 4,1 и 1,3 нг/г для почек и 4,5 и 
1,5 нг/г соответственно для подкожного жира. 
Подтвержденные значения LOQ и LOD для ка-
либровочных кривых сульфона составили 3,7 и 
1,2 нг/г, соответственно для мышечной ткани и 
сыворотки крови; 4,3 и 1,4 нг/г для печени; 4,2 и 
1,4 нг/г для почек и 4,8 и 1,6 нг/г соответственно 
для подкожного жира. 
заключение
Предложенная методика определения ФБЗ 
и его метаболитов в биоматрицах овец имеет 
линейную зависимость  (R > 0,99) в диапазоне 
5–1000 нг/г и показала хорошую воспроизво-
димость и правильность. 
Метод позволяет идентифицировать ФБЗ 
и его метаболиты в модельных пробах и об-
разцах биологических матриц овец.
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